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ABSTRACT
　Many tumor suppressor genes are involved in the multistep process of neoplastic development.  
However, the signaling mechanism that underlies the development of tumors has not yet been 
completely elucidated.  Therefore, Discovery of a novel tumor suppressor gene plays a crucial 
role in our understanding of the development and progression of malignant tumors. 
　Chromosome engineering technique that base on Microcell-mediated chromosome transfer
（MMCT），which can be generally used to the introduction of a single chromosome to a variety 
of tumor cells, is one of effective approach for mapping and identification of tumor suppressor 
genes.  We have identified paired-like homeodomain 1（PITX1）gene as a novel telomerase 
negative regulatory factor that inhibit the expression of telomerase reverse transcriptase
（TERT）using chromosome engineering technique.  Here, we describe a unique strategy from 
mapping to identification of tumor suppressor gene by using MMCT approach. 
 （Accepted on October 21, 2015）
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総　説
1. はじめに
　がんの発生は，特定遺伝子の変異やエピジェ
ネティク制御機構の破綻などの蓄積が原因であ
ることが知られている1）．その中でも，がん遺伝
子あるいはがん抑制遺伝子は，がんの発生に重
要な役割を担っている2-4）．がん抑制遺伝子の概念
は，がん細胞および正常細胞との細胞融合によ
るがん形質抑制効果（細胞増殖抑制，贈腫瘍性
抑制など）とヘテロ接合性の消失（LOH; loss of 
heterozygosity）の発見にも繋がった2ヒット仮
説から提唱された5-11）．これらの結果から，がん
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抑制遺伝子は，劣性形質であることが明らかにさ
れた．また，がん形質の抑制効果を示したがん細
胞と正常細胞との雑種細胞において，再びがん形
質を獲得したリバータント細胞の出現が認められ
た．興味あることに，複数のリバータント細胞の
染色体解析を行った結果，共通に消失している染
色体の存在が明らかにされたことから，その染色
体上にがん抑制遺伝子の存在が示唆された12,13）．
　一方，1971年，Alfred Knudsonは，小児がん
の一つとして知られている網膜芽細胞腫の遺伝性
および非遺伝性の発症メカニズムを統計的モデ
ル解析により，親から受け継いだ2つのアレルに
おける変異の蓄積が発がん機構に関与する2ヒッ
ト仮説を提唱した14）．つまり，遺伝性の場合，す
でに生まれたときに原因遺伝子の変異を持って
いて，残されたアレル側の1回の変異で発がんす
る．一方，非遺伝性の場合では，体細胞で両対立
遺伝子の2回の変異が発がんに必要であることを
突き止めた．さらに，制限酵素断片多型（RFLP; 
restriction fragment of length polymorphism）
を利用した遺伝子解析によりヒト13番染色体上に
存在するRB（retinoblastoma）がん抑制遺伝子が
発見された17）．RBがん抑制遺伝子は，細胞周期
の主要調節因子として働き，多くの腫瘍細胞での
不活性化が認められた18）．これらのアプローチに
よる研究は，飛躍的ながん研究の発展につながっ
た19-25）．
　微小核細胞融合（MMCT; microcell mediated 
chromosome transfer）を用いたがん細胞への正
常染色体導入研究は，より効率的ながん抑制遺伝
子の存在領域あるいは同定方法として確立され
た26-40）．本総説においては，MMCTを利用したア
プローチによるがん抑制遺伝子のマッピングから
同定までを紹介する．
2．正常ヒト正常由来染色体を保持するマウスA9
細胞の作製
　染色体導入研究を用いてがん抑制遺伝子を効
率よく同定するためには，システム化の確立が
重要な課題と考えられる．そこで，我々は，は
じめにすべてのヒト染色体を各々保持するマウ
スA9細胞のライブラリーの作製を行った．図1に
示したように，はじめにヒト正常繊維芽細胞へ
pSV2neo，bsrおよびpGKneo遺伝子などの薬剤耐
性遺伝子をトランスフェクションした．その結果，
これらの遺伝子は，優性薬剤耐性マーカーとして
ランダムに染色体上に組み込まれる．各抗生物質
耐性細胞クローンを単離し，マウスA9細胞と細
胞融合後，ヒト×マウスA9細胞を樹立した．次に，
薬剤選択マーカーが標識されたヒト染色体だけを
図1　ヒト単一染色体保持A9細胞ライブラリーの作製
図 1. ヒト単一染色体保持A9細胞ライブラリーの作製 
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表1　種々のがん細胞への染色体導入によるがん形質抑制効果
導入
染色体 細胞株 Type1 Type2 Type3 Type4 Type5 マッピング領域 文献
1
HT1080 （fibrosarcoma） + + 　 ［29］
TE85　（osteosarcoma） + 　 ［43］
143 B TK- Ki-Ras-transformed TE85） + 　 ［43］
CMV-Mj-HEL-1 （CMV-transfermed lung fibroblasts） + 　 ［43］
10W-2 （immortal Syrian hamster fibroblasts） + 　 ［50］
Isikawa （uterine endomerial carcinoma） + 　 *
HHUA （uterine endometrial carcinoma） + + 　 ［44］
2 SiHa （cervical cancer） + 2q37 ［30］，［31］
3
RCC23 （renal cell carcinoma） + + 3p21.3 ［39］，［45］，［76］
KC12 （renal cell carcinoma） + + 3p14.2-p21.1 ［32］
HSC3 （oral squamous cell carcinoma） + + + 3p21.2-p21.3 or 3p25 ［40］，［77］
TS1 （lung adenocarcinoma） + 　 *
4
HeLa （cevical cancer） + 　 ［46］
J82 （baladder cancer） + 　 ［46］
T98G （glioblastoma） + 　 ［46］
5 A2058 （melanoma） + + 　 ［26］，［38］
6
HALneo （immortal fibroblasts） + 　 ［47］
LCS-AF.1-3  （immortal fibroblasts） + 6p23-p24 ［75］
39neo （immortal fibroblasts） + 　 ［47］
SV/HF （SV40-tranformed fibroblasts） + 　 ［47］
HPV-16 （HPV-immortalized keratinocyte） + 　 ［52］
7
KMST-6 （immortal fibroblasts） + 　 ［48］
SUSM-1 （immortal fibroblasts） + 　 ［48］
CC1 （choriocarcinoma） + 　 *
R-3327 （rat prostatic cancer cells） + 7q21-22, 7q31.2-32 ［78］
MeT5A （mesothelial cells） + + 　 ［51］
8 R-3327 （rat prostatic cancer cells） + 8p21-q12 ［78］
10
Li7HM （hepatocellular carcinoma） + + 10p15.1 ［34］
R-3327 （rat prostatic cancer cells） + 10q11-22 ［78］
11
HeLa （cevical cancer） + 　 ［79］
G401 （wilm's tumor） + + 　 ［80］
SiHa （cervical cancer） + 　 ［28］
A204 （rhadboyomyosarcoma） + 　 ［28］
HHUA （uterine endometrial carcinoma） + 　 ［28］
HT1080 （fibrosarcoma） + 　 ［29］
RD （rhabdomyosarcoma） + 　 ［49］
H15 （bladder cancer） + 　 *
R-3327 （rat prostatic cancer cells） + 11p13-11.2 ［78］
13 R-3327 （rat prostatic cancer cells） + 　 ［81］
17 R-3327 （rat prostatic cancer cells） + 12p11-q13, 12q24-ter ［78］
18 HHUA （uterine endometrial carcinoma） + + 　 ［44］
X
HocB （ovarian carcinoma） + 　 *
ELCO （breast carcinoma） + 　 *
Type1; 細胞老化誘導
Type2; in vitro がん形質抑制
Type3; 造腫瘍性抑制
Type4; テロメラーゼ抑制
* 未発表データ
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保持するマウス細胞を作製するためにMMCTに
よりマウスA9細胞へ導入した．得られたマイク
ロセルハイブリッドクローンにおいて，導入ヒト
染色体の状態を把握するためにPCR （polymerase 
chain reaction） お よ びFISH（fluorescence in 
situ hybridization）解析を行った結果，Y染色体
を除いた完全長な染色体を各々保持する単一ヒト
染色体ライブラリーの作製に成功した35,41,42）．
3.  がん抑制遺伝子が存在する染色体の同定とそ
の機能特性の解明
　これまで我々を含め多くの研究者がMMCTを
用いた染色体導入研究により，細胞老化関連遺伝
子，転移抑制遺伝子などのがん抑制遺伝子が様々
な染色体上に存在していることが明らかにされた
（表1）．たとえば，細胞老化関連遺伝子においては，
少なくとも10個のがん細胞の不死化能を抑制する
遺伝子の存在が示唆された43-50）．加えて，ヒト3，
6，7，10番染色体においては，細胞老化の誘導に
伴いテロメラーゼの抑制効果を示した32,34,51,52）．さ
らに，我々は，がん抑制遺伝子の機能を含めた全
体像を把握するために，一つのマウス黒色腫細胞
株B16-F10細胞へY染色体を除くすべての染色体
を各々導入した（図2）35）．その結果，次に示す4
つのがん形質抑制タイプに分類された．1．細胞
老化の誘導，2．in vitro 細胞増殖特性の抑制効果，
3．造腫瘍性抑制効果，4．テロメラーゼ活性抑制
効果（表2）が認められた．このように，種々の
がん細胞への染色体導入研究により，機能のこと
なる複数のがん抑制遺伝子が多段階で生じるがん
発生過程において重要な役割を担っていることが
明らかにされた．
図2　微小核融合法による正常ヒト染色体のがん細胞への導入
図2. 微小核融合法による正常ヒト染色体のがん細胞への導入 
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表2　マウス悪性黒色腫B16-F10細胞への染色体導入によるがん形質抑制効果
Type1 Type2 Type3 Type4 文献
導入染色体 1, 2
5, 7, 9, 10, 11, 15, 
16, 19, 20 or 22
5, 7, 9, 10, 11, 13, 
14, 15, 16, 19, 20, 
22 or X
5 ［35］，［36］，［37］
Type1; 細胞老化誘導
Type2; in vitro がん形質抑制
Type3; 造腫瘍性抑制
Type4; テロメラーゼ抑制
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4．がん抑制遺伝子のマッピング
　特定染色体領域上に存在するがん抑制遺伝子を
同定するために，代表的な3種類のアプロート方
法を紹介する．
a. リバータント細胞を用いた共通欠失領域の解
析
　染色体導入により認められたがん形質抑制ク
ローンの中から，長期継代培養などにより一定頻
度の割合でがん形質を再獲得したリバータント細
胞が出現する．これは，導入した染色体上に存在
するがん抑制遺伝子領域上で欠失などを含む機能
不全が原因と考えられる（図3a）．したがって，
このようなリバータントクローンにおける導入染
色体共通欠失領域の解析は，がん抑制候補遺伝子
の同定のための重要な情報となる（表1）32,34）．
b．X線照射によるフラグメント化した染色体の
機能解析
　これまでリバータントにおける導入染色体の遺
伝子解析の結果，多くの場合欠失をともなう染
色体異常が確認された．しかし，これらの染色
体異常は，継代培養などを含めた方法により偶然
性に依存するために労力的，時間的にも効率の
良い解析方法ではない．我々は，効率の高いが
ん抑制遺伝子存在領域の同定方法を確立するた
めに，X線放射線を用いた断片化染色体（STFs; 
subchromosomal transferable fragments） に よ
る機能解析を行った（図3b）．その結果，リバー
タント細胞を用いた共通欠失領域の解析と組み合
わせたアプローチにより，ヒト1q42領域内の450-
600kb 上にマウス悪性黒色腫B16-F10細胞の細胞
老化を誘導に関わるがん抑制遺伝子の存在するこ
とを明らかにした37）．さらに，ヒト子宮頸癌にお
いては，同様なアプローチにより2q37領域に細
胞老化関連遺伝子の存在を明らかにした31）．この
ように，STFsによる機能解析は，がん抑制遺伝
子を同定するための有用なアプロート方法である
ことが示唆された．
図3　微小核融合法によるがん抑制遺伝子領域の染色体マッピング
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c．染色体工学技術を用いた改変染色体による機
能解析
　染色体末端に存在するテロメアの維持にはた
らいているテロメラーゼは，不死化能をもつが
ん細胞にとって重要な因子であり，およそ80%以
上のがん細胞で活性化が認められる．Telomerase 
reverse transcriptase（TERT）は，テロメラーゼ
を構成する中で触媒サブユニットとして働いて
いる53-56）．一方，ヒト体細胞においては，テロメ
ラーゼ活性は認められないことから，発がん抑
制メカニズムとして厳密に調整されていると考
えられる．これまでMMCTを用いて，我々と他
のグループにより，ヒト3，5，6，7，10番染色
体上にTERTを抑制する遺伝子の存在が示唆され
た32,34,36,38,40,51,52）．本総説では，我々が新規に開発し
た染色体工学技術による改変染色体により機能解
析からヒト3番染色体上に存在するTERT抑制遺
伝子の詳細なマッピング情報について述べる．改
変染色体の作製には，相同組み換え能が高いニワ
トリB細胞由来DT40細胞を利用した57）．はじめに
ヒト3番染色体を保持するDT40細胞（DT40#3）
を作製した．次に，DT40#3内で染色体を改変
するためのターゲティングベクターを作製した．
ターゲティングベクターは，3種類の異なる相同
領域（3p24から10kb，3p22から4kb，3p21.3から
8kb）でデザインされた塩基配列およびテロメア
配列を含み，このベクターをDT40#3へ導入す
る こ と に よ り，#3delp24-pter，#3delp22-pter，
#3delp21.3-pterの改変染色体を創出した．これら
の改変染色体を腎細胞がん細胞株RCC23細胞へ
導入した結果，#3delp24-pter，#3delp22-pter改
変染色体では，TERTの著しい抑制効果が認めら
れた．一方，#3delp21.3-pter改変染色体の導入で
は，抑制効果が認められなかった．これらのこと
より，TERTの抑制効果が認められた改変染色体
共通保持領域3p21.3-p22にTERT抑制遺伝子の存
在が示唆された．さらに，この領域内に存在する
Sequences-Tagged-Sites（STSs）マーカーを用い
て解析した結果，D3S3597とD3S1573間のおよそ
7Mb内の狭い範囲にTERT抑制遺伝子の存在領域
の同定に成功した39）．このように，染色体工学技
術を利用した改変染色体による機能解析は，詳細
ながん抑制遺伝子領域を同定するための有効なア
プローチであることを明らかにした．
5．がん抑制遺伝子の同定
　MMCTを利用してY染色体を除くすべての染
色体を各々 B16-F10細胞へ導入した結果，1番お
よび2番染色体導入クローンでは，細胞老化の誘
導が認められた．また，5番，7番，9番，10番，
11番，13番，14番，15番，16番，19番，20番，21
番，22番，X染色体においては，細胞増殖特性の
図4　微小核融合法とマイクロアレイ解析の技術融合によるがん抑制遺伝子の同定
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抑制効果が認められた．これらのことから，多
くのがん抑制遺伝子が複雑ながんの発生過程に
関与していることが示唆された35）．さらに，これ
らの染色体導入細胞においてテロメラーゼ活性を
解析した結果，5番染色体導入クローンのみで顕
著な低下を示し，TERTの発現抑制を伴うもので
あった36）．このことより，5番染色体上にTERT
を制御しているがん抑制遺伝子の存在が示唆され
た．そこで，親細胞（B16-F10），5番染色体導入
クローン（MH5）および長期継代培養により再
びテロメラーゼ活性を獲得したリバータント細胞
（MH5R）を用いて，マイクロアレイ解析により
発現動態を比較検討した．本研究では，マウスの
細胞へヒト5番染色体を導入させているために，5
番染色体上に存在している遺伝子のみに絞り発現
変動を解析した結果，親細胞およびMH5Rで発現
が低下しており，MH5で発現が上昇している遺
伝子としてpaired-like homeodomain 1 （PITX1）
がテロメラーゼ活性の候補抑制遺伝子として同定
し た．PITX1は，pro-opiomelanocortin （POMC）
の発現を制御する転写因子として脳下垂体上で
発現亢進が認められた58）．また，ノックアウトマ
ウスの解析から後ろ足の形成に関与している遺
伝子として知られていた59,60）．さらに，最近RAS
の抑制因子およびp53の活性化因子であることが
明らかにされ，大腸がん，前立腺がん，膀胱が
ん，肺がん，胃がん，食道がん，口腔がん，悪性
黒色腫など様々なヒトがん組織でPITX1の高頻
度な発現低下が認められたことから，発がん過程
において，重要な役割を担っていることが示唆
された61-67）．我々は，PITX1がTERTを制御する
がん抑制遺伝子であるかどうか確認するために，
PITX1の高発現あるいはノックダウンにおける
TERTへの影響を解析した．その結果，ヒトおよ
びマウス悪性黒色腫細胞（A2058, B16-F10）への
PITX1高発現誘導では，TERTの発現低下が認め
られた．一方，MH5におけるPITX1のsiRNAに
よるノックダウン解析においては，TERTの発現
上昇が認められた．加えて，PITX1は，TERT
プロモーター上に存在するPITX1結合領域を介
して直接的に発現を制御していることが示唆され
た．これらのことから，PITX1は，TERTの発
現を直接的に制御する新規のがん抑制遺伝子であ
ることが強く示唆された．このように，染色体導
入および発現動態解析を組み合わせたアプローチ
は，内在性すなわち真のがん抑制遺伝子を同定す
るための重要な解析方法だと考えられる．最近，
我々は，PITX1を抑制するオンコジェニックに
働く因子としてマイクロRNA（miR-19b）を見出
した68）．
6．結　語
　本稿において，染色体工学技術を用いたがん抑
制遺伝子のマッピングから同定について紹介し
た．一方，最近では，多くの非コードRNAが標
的遺伝子群の発現制御に関与していることが明ら
かにされてきた．今後は，今回紹介した染色体工
学技術と次世代シークエンサーを組み合わせたハ
イスプールプットスクリーニングが未知のがん抑
制遺伝子の同定するための強力な方法になること
が示唆される．これらの研究を通して見出される
がん抑制遺伝子の機能解析は，発がんの分子機構
解明から新規の創薬事業に繋がると考えられる．
　本稿を終えるに当たり，研究に参加された多くの先
生方・学生さんに深く感謝し，厚くお礼申し上げます．
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